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RESUMEN

Se realizd un estudio de inseminacion artificial “vaginal” en hembras caninas,
con el fin de comparar la tasa de prefiez y tamafio de camada que se tienen con
semen fresco, comparado con el semen refrigerado, para verificar cual de las dos
técnicas es frecuentemente mas eficiente en la reproducciéon canina. En el estudio
se utilizaron 10 machos y 10 hembras, con diferente peso, raza y clinicamente
sanos. Los cuales se dividieron en dos grupos los cuales fueron de 5 ejemplares en
los cuales se utilizd la inseminacion con semen fresco y el resto con semen
refrigerado. Para realizar la técnica de inseminacion artificial vaginal, se observo el
inicio del proestro, apoyandose con la técnica de citologia vaginal exfoliativa,;
mediante la tinciobn de papanicolau vy el frotis salival, observandose en ella la
arborizacion (cristalizacion), por lo tanto de esta manera teniendo el resultado de la
citologia vaginal exfoliativa se realizé la inseminacion artificial; para lo cual el
semen colectado fue primeramente evaluado y después en los casos
correspondientes se procedio a la refrigeracion del mismo, una vez evaluado se
realizé la técnica correspondiente a cada uno de los grupos, en ambos grupos se
efectuaron 3 inseminaciones en las distintas hembras, después de iniciada la etapa
del estro. Obteniendo resultados satisfactoriamente ya que el total de las hembras
que se utilizé el semen fresco en el estudio quedaron gestantes, por otro lado las
hembras en las cuales se utilizé el semen refrigerado solo una de ellas no quedo
gestante; lo cual nos dice que existe un tasa de prefiez del 100% en el grupo que
fue inseminado con semen fresco y del 80% en el de semen refrigerado,
concluyendo asi, la técnica con semen fresco es aun mas eficiente que la de
semen refrigerado y mayormente utilizada por los diferentes criadores de razas
caninas, pero no hay que menospreciar la inseminacion con semen refrigerado,
esta técnica ya que es de gran utilidad cuando tenemos un numero mayor de
hembras en las cuales podemos dosificar la cantidad de semen obtenido para
posteriormente utilizarlo y de esta manera inseminamos un mayor numero de

hembras con la misma colecta de semen y a su vez podemos recorrer distancias

Vi



largas o cortas para realizar la técnica, sin tener que movilizar al macho, y en fin

un numero de ventajas que se mencionan en el contexto del trabajo.

Palabras claves: Semen refrigerado, Caninos, Hospital veterinario, Diagnostico de

prefiez, Inseminacién intravaginal.
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INTRODUCCION

El primer informe sobre el uso de la inseminacién artificial en animales
domésticos datos de 1780. Cuando el abate vy filésofo Italiano Lazaro spallanzani
obtuvo cachorros después de inseminar una perra con semen fresco( Heape,1897).
En la actualidad y dado que la reproduccion y crianza de los perros es una
aficion de distribucion mundial , la preservacion de semen Yy la inseminacion
artificial en la especie canina se ha constituido en tema de alto interés para los

médicos veterinarios y criadores de perros de muchos paises ( Sanchez,1998).

Si bien la inseminacion artificial se define como la transferencia de
espermatozoides del macho a la hembra por medios diferentes al servicio natural
( Vega Gordon, 1998). En las especies de interés zootécnico, es una biotecnologia
usada principalmente con el objeto de reducir el mejor material genético
(Mc Donald, 1975). En lo cual varia el costo, segun la técnica y el tipo de semen
utilizado ( fresco, refrigerado ). En la especie canina representa ademas una

herramienta clinica entre ellas podemos mencionar.

Hembras nerviosas o con problemas de conducta, que rehdsan el
apareamiento o se comporta de manera agresiva con el macho, hembras con
vagina estrecha, lo que dificulta la penetracién y origina dolor, motivo por lo cual
la perra rehuye el apareamiento( Sanchez , 1998 ) .Perros incapaces de montar por

enfermedades musculares, artritis entre otros ( Vega Gordon 1998 ).



I. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE LA PERRA

1.1 ORGANOS GENITALES DE LA HEMBRA

1.1.2 Ovarios

Son pequeios, tienen forma oval alargada y son aplanados, y su tamafio
depende de la fase del ciclo estral en la que se encuentre la hembra.

La longitud media es de 2 cm.. en la perra ( Allen, 1992; sisson et al., 1993 ).
Cada ovario esté situado comunmente a corta distancia (1 a 2 cm. ) caudal, o bien,
en contacto con polo caudal del correspondiente rifién, y por lo tanto, asienta a la
altura de las vértebras L 1ll o L IV, o la mitad del recorrido existente entre la ultima
costilla y la cresta del ilion. E | ovario derecho asienta entre la parte derecha del
duodeno y la pared abdominal lateral. El izquierdo esta relacionado lateralmente
con el bazo ( Esquivel, 2002; sisson et al., 1993).

En la perra cada ovario esta completamente envuelto por la bolsa ovarica,
que tiene una hendidura que se abre centralmente . Las dos capas que forman
esta bolsa contienen una gran cantidad de grasa y muasculo liso. Se contindan por
el cuerno del Utero, para constituir el mesosalpinx y el ligamento propio del ovario
( sisson et al., 1993). El ovario es considerado como glandula de funcion exdcrina
por la liberacion de évulos ; y de funcion endocrina por su produccién hormonal
( Esquivel, 2002).



1.1.3 Trompas uterinas

Las trompas uterinas (falopinas) son estructuras tubulares que tienen de 5
a 8 cm de longitud ( sisson et al., 1993). comunican con el ovario con el Gtero,
constan de un istmo en el en el extremo uterino y de una ampolla mas ancha
( cuando se produce fertilizacion) en el extremo ovarico ( Allen, 1992; Esquivel,
2002).

Se encuentran sostenidas por el mesosalpinx y estan formados por tres

porciones :

1) Infundibulo : Tiene forma de embudo y esta cerca del ovario, es la
estructura que capta al 6vulo cuando es liberado.

2) Ampolla: Es la porcion media y su lumen es de didmetro mas amplio
gue el istmo.

3) Istmo : Es la conexion del cuerno uterino con el oviducto ( Esquivel,
2002).

1.1.4 Utero

El cuerpo del Utero es muy corto y tiene dos cuernos extremadamente largos
(Allen, 1992; Esquivel, 2002; sisson et al. , 1993). En una perra de tamafio medio,
el cuerpo mide 2 a 3 cm y los cuernos 12 a 15 cm de largo ( Esquivel, 2002; Sisson
et al., 1993), pero la longitud y la anchura del Gtero dependen de cambios tanto
patolégicos como fisiolégicos ( Allen, 1992). Estos cuernos son de diametro
uniforme, casi rectos y asientan totalmente dentro del abdomen. Divergen del
cuerpo en forma de V hacia el rindn. Sus partes caudales estan unidas por el
peritoneo ( Sisson et al . , 1993). El cuerpo tiene una capa muscular gruesa
(Allen, 1992; Sisson et al., 1993), con una luz estrecha que conecta la vagina con
el utero ( Allen, 1992). Dorsalmente, no existe lineas de demarcacion entre el
Gtero y la vagina, pero el cuello uterino es mucho mas grueso que la vagina
(Sisson et al., 1993).



1.1.5 Cervix

Es el 6rgano que separa al Utero de la vagina, evitando el contacto del
lumen uterino con el exterior, a excepcion del momento del parto y del periodo del
estro. ElI conducto cervical en la perra se caracteriza porque es vertical, con la
abertura uterina dorsal y la abertura vaginal en posicién ventral. El cérvix esta
formado por una capa circular de fibras musculares elasticas y una mucosa
formada por un epitelio que contiene células productoras de moco ( Esquivel,
2002).

1.1.6 Vagina

Es un 6rgano largo y estrecho, que sirve para la cépula, se encuentra
situada entre el cérvix y el vestibulo vaginal (Esquivel, 2002). Se dirige
cranealmente desde la unidn vestibulo-vaginal hasta el cuello uterino, a la altura
de la 4 0 5 vértebra lumbar ( Allen, 1992).

La vagina esta formada por la serosa, una capa muscular formada por fibras
musculares gruesas y una mucosa con pliegues longitudinales y pequefios
pliegues transversales, que facilitan el aumento de su didmetro y longitud ( Allen,
1992; Esquivel, 2002; Sisson et al., 1993 ). Esta cubierta por epitelio estratificado
que es influenciado por cambios hormonales ( Allen, 1992).



1.1.7 Vestibulo vaginal

El vestibulo vaginal conecta la vagina y la entrada de la uretra con al
abertura genital externa ( Allen, 1992; Sisson et at., 1993). En la union vestibulo-
vaginal es importante la presencia de una estructura conocida como cingulum, la
cual, constituye un problema para explorar la vagina, ya que es muy estrecha
cuando la perra no esta en estro ( Esquivel, 2002). La luz vestibular asciende en un
angulo de 60 grados, y posteriormente recorre una distancia corta hacia delante en
la pelvis hasta su union con la vagina ( Allen, 1992).

En el piso vestibulo se encuentra los bulbos vestibulares, que son masas de
tejido eréctil relativamente grandes ( homdélogos al bulbo peneano del macho), y
estdn comunmente, unidos centralmente por una especie de istmo ( Esquivel,
2002; Sisson et al ., 1993). Son considerados musculos circulares estriados que
conectan el vestibulo y la vulva ( Sisson et el., 1993).

Sobre la pared ventral, en posicion craneal a la comisura vulvar ventral se
encuentra el clitoris suspendido en un pliegue trasversal de la mucosa ( Allen,
1992).

1.1.8 GENITALES EXTERNOS

1.1.8.1 Vulva

Es la abertura del aparato genital femenino ( Allen, 1992 ). La vulva tiene
dos labios gruesos que forman una comisura ventral puntiaguda, la mucosa que la
recubre es lisa y de color rojo (Allen, 1992; Sisson et al ., 1993) Esta situada en
posicion ventral al suelo de la pelvis, su tamafio depende de la raza y de la fase del
ciclo estral en la que se encuentre la hembra ( Allen, 1992).



1.1.8.2 Clitoris

Es el homologo del pene en la hembra, es pequefio, ancho y plano, tiene
unos 3 a 4 cm de longitud en un animal de tamafio medio ( Esquivel, 2002; Sisson
et al ., 1993). Esta situado sobre la pared ventral del vestibulo, en posicion craneal
a la comisura vulvar ventral suspendiendo en un pliegue transversal de la mucosa
(Allen,1992).

Esta formado por el cuerpo y el glande. El cuerpo del clitoris no tiene
estructuras eréctiles, esta infiltrado de grasa , y su contenido es arterias grandes y
numerosos nervios en su parte ventral. El glande estd compuesto por tejido eréctil
y esta situado en una gran fosa. Un pliegue de mucosa se extiende caudalmente

sobre el glande y la fosa ( Esquivel, 2002; 2002; Sisson et al ., 1993).

1.1.8.3 Uretra femenina

La uretra es grande, situada en el suelo de la pelvis y la vagina, esta
marcada sobre el suelo de la vagina, por un engrosamiento longitudinal, que

alcanza el vestibulo ( Sisson et al., 1993).

1.1.8.4 Glandulas mamarias

Son normalmente diez y estan dispuestas en dos series, que se extienden
desde la parte caudal de la regién pectoral hasta la region inguinal y se designan,
segun su localizacion, como toracicas (4), abdominales (4), e inguinales (2). Los
pezones (papilla mammea) son cortos y sus vertices presentan de 6 a 12 orificios

pequefios, llamado conductos excretores ( Sisson et al., 1993).



ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION

1.1 Hormonas hipotaldmicas

1.1.1 Hormona liberadora de gonadotropina ( GNRH)

Es producida en el hipotdlamo ( en la base del encéfalo ) y liberada de forma
pulsatil y transportada hasta la glandula pituitaria anterior ( adenohipofisis )
mediante un sistema especializado de vasos sanguineos. Esta hormona de forma
selectiva liberacion la Hormona Foliculo Estimulante ( FSH ) y la Hormona
Luteinizante (LH) ( Allen,1992; Ruckebusch et al., 1991; Edward,1992).

La hormona liberadora de gonadotropina ( GnRH ), se libera en
pulsaciones casi cada dos horas. Su liberacion se aumenta por la noradrenalina y
el estradiol. También influye en la liberacion de GnRH las feromonas que estimulan
el bulbo olfatorio y sefiales luminosas que actian en la retina. La dopamina,
opiodes y endorfinas inhiben la descarga de GnRH. También el tratamiento
prolongado con corticosteroide y el estrés tienen una retroalimentacion negativa en
la produccién de GnRH por el hipotalamo Cuando los niveles de estradiol son
altos, el GnRH favorece la produccion de la Hormona Luteinizante (LH) en lugar
de Hormona Foliculo Estimulante (FSH ). En contraste, altas concentraciones de
progesterona y bajas de estrégenos apoyan una reproduccion hipotalamica de
GnRH, dando asi prioridad a producir FSH ( Ruckebusch et al., 1991 ).

1.2 Hormona hipofisiarias

1.2.1 Hormona foliculo estimulante ( FSH)

Es sintetizada y liberada en la adenohipofisis por estimulacion de la
hormona liberadora de gonadotropina hipotalamica (GnRH ) (Mcdonald,175;
Ruckebusch et al., 1991). El efecto en la hembra es la responsable de estimular el
desarrollo de los foliculos en los ovarios ( Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991 ).
No han sido bien determinados las concentraciones circulares en la perra

(Allen,1992). Las sintesis y liberacion de Hormona foliculo Estimulante (FSH),esta



bajo la influencia de altas concentraciones sostenidas de estradiol. Por el contrario
una elevacion de progesterona aumenta la produccibn de GnRH, estimula la
produccion de FSH  ( Ruckebusch et al., 1991).

1.2.2 Hormona luteinizante ( LH)

Es producida en la adenohipoéfisis por estimulacion de la hormona
liberadora de gonadotropina hipotalamica ( GnRH )( Ruckebusch et al.1999 ). En la
hembra es liberada en forma de pulsaciones cortas y la frecuencia de estas
pulsaciones aumenta 1 0 2 semanas antes de comenzar el proestro. Las
concentraciones circulares aumentan hasta alcanzar un maximo 48 horas antes
de que ocurra la ovulacién, por eso se le conoce como hormona ovulatoria
(Mcdonald,1975 Allen,1992; Ruckebusch et al., 1991), y su efecto es de mantener
la luteinizacién folicular en la hembra que ovula (Mcdonald,1975; Ruckebusch et
al., 1991 ), por lo cual se considera luteotréfica (mantiene el funcionamiento de los

cuerpos luteos )(Allen, 1992).

1.2.3 PROLACTINA

Producida y liberada por la adenohipéfisis. Actia sobre la glandula
mamaria para estimular la produccion de leche. Sus concentraciones en sangre
suelen aumentar de acuerdo a la disminucibn de las concentraciones de
progesterona, aunque en algunos casos la progesterona puede estimular la
liberacion de prolactina. La prolactina también es considerada luteotrofica
( mantiene el funcionamiento del cuerpo lateo).(McDonald,1975; Allen,1992 ;
Desachy,2000).



1.3 Hormonas foliculares

1.3.1 Estrégenos

Hormonas esteroidales producidas en la perra por los foliculos en
crecimiento. Los principales son 17a-estradiol , 17 p-estradiol y estrona, algunos de
los cuales pueden ser conjugados. Las concentraciones circulares aumentan
poco dias antes del inicio del proestro, posteriormente se produce un aumento
brusco de sus concentraciones en sangre, alcanzando su maximo 48 horas antes
de la oleada de LH ( Allen 1992).

Los estrogenos determinan cambios que tienen lugar en el proestro, como pueden
ser: (Allen, 1992, Concannon, et al; 2001).

a) Flujo serosanguinolento vaginal

b) Engrosamiento de la mucosa vaginal

c) Cambio en la consistencia de la mucosidad cervical
d) Tumefaccion de la vulva

e) Produccion de la feromonas

2.3.2 Progesterona

Es una hormona esteroide producida por foliculos maduros y por el cuerpo
liteo. Las concentraciones circulares aumenta cuando los estrégenos alcanzan su
maximo, al final del proestro. La hormona es producida por las células de la
granulosa en vias de luteinizacion en los foliculos intactos ( Allen, 1992; Desachy,
2000).



Los valores normales en el plasma aumentan de forma constante a un promedio
de 2 a 3 ng./ml y se incrementa en el momento de la ovulacion a mas de 5ng./ml.
(5a 8ng./ml.), las concentraciones maximas se alcanzan unos 20 dias después
de la finalizacion del estro, se encuentra en la perra en gestacion o no.
Posteriormente se produce un descenso gradual hasta sus valores minimos, que
son alcanzados 60 a 70 dias después de la ovulacién ( Allen, 1992, Davol, 2000,
Edward et al. 2000; Hutchison, 2001, Concannon et al ; 2001).

2.3.3 Prostaglandinas

En la perra la produccién espontdnea de prostaglandina por el Gtero no es
responsable de la lisis de los cuerpos lUteos, tal como sucede en otras especies.
Los cuerpos lateos en la perra dejan de ser funcionales de forma gradual debido a
la ausencia de un apoyo tréfico ( LH y/o prolactina) o porque tienen un ciclo vital
limitado ( Allen, 1992 ), de 63 dias en la hembras prefiadas y de 100 dias en las

hembras no gestantes ( Esquivel, 2002 ).

111. FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

3.1 Fisiologia de la reproduccién de la hembra

3.1.1 Ovogénesis

En los ovarios , los 6vulos se encuentran dentro de foliculos que crecen
hacia la superficie del ovario. Cuando FSH y LH comienzan a ser secretadas en
cantidades altas durante el inicio de la madurez sexual, en los ovarios los foliculos
comienza su desarrollo. Dentro de estos foliculos, se secreta la hormona llamada
estrogeno. Esta hormona es un quimico bioldégico  que produce cambios
fisiolégicos vy sociales en la perra, que sefialard el deseo de aparearse ( Davol,
2000).
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La perra ovula liberando un évulo en un estado de inmadures conocido
como ovocito primario de tal manera que la segunda meiosis concluye después
de la ovulacién en el segmento distal del oviducto. En estudios in vitro se ha
visto que el espermatozoide del perro es capaz de penetrar ovocitos inmaduros
y formar el pronucleo masculino sin embargo el término fertilizacion se refiere a la
fusion del pronucleo femenino con el masculino, situacion que se presenta hasta
la maduracién del ovocito. El tiempo exacto de la maduracion del ovocito no ha
sido determinado adn, sin embargo, algunos estudios sugieren que este
fendmeno puede ocurrir desde 2 hasta 6 dias después de la ovulacién . ( Morton,
1986; Allen,1992; Hutchison , 2001; Esquivel ,2002)

3.1.2 Fisiologia del ciclo estral

La fisiologia reproductiva de la perra es compleja, o que ha provocado
que los propietarios o los médicos veterinarios se confundan al recomendar el
momento preciso para la cruza. El ciclo estral de la perra presenta ciertas
particularidades a diferencia del ciclo de otras especies domésticas, por lo tanto el
conocimiento de las caracteristicas reproductivas de esta especie es muy
importante para optimizar la produccién de cachorros ( Esquivel, 2002 ).ya que
existe gran variabilidad en la duracion de las etapas del ciclo estral, un ejemplo
clasico es el hecho de cruzar a la perra después del dia 9 o cuando el sangrado
desaparece, lo que da como resultado un margen de error muy alto ( Allen, 1992;
Davol, 2000; Hutchison, 2001; Esquivel, 2002).

Antes de la madurez sexual de la perra, se secretan hormonas
gonadotropicas en cantidades muy pequefias y por con siguiente, los ovarios
permanecen inactivos. Sin embargo, alrededor de la edad de 6 meses, la
hipéfisis empieza a secretar los niveles mas altos de las hormonas
gonadotropicas llamadas Hormonas Foliculo Estimulante ( FSH ) Y Hormona
Luteal (LH). La elevacion de FSH Y LH en la perra daran inicio al ciclo sexual

( Davol, 2000). La edad a la que las perras alcanzan Ila pubertad es muy

11



variable. La raza es un factor determinante para la presentacion del primer estro.
Generalmente las perras tienen su primer celo algunos meses después de
alcanzar su peso y tamafio adulto, lo que ocurre entre los 6 y 10 meses de edad
en las razas pequefias y entre los 18 y 24 meses en las razas grandes
( Davol, 2000; Esquvel, 2002 ).

Los aumentos ciclicos y disminuciones en FSH y LH, a su vez, controlan los
cambios ovaricos ciclicos, lo cual, es responsable de los eventos fisiolégicos en el
ciclo reproductor normal de la perra ( Allen,1992;Davol, 2000; Ruckebusch et al.,
19991).

La historia de ciclos estrales anteriores de una perra, ayudara a conocer
sus variaciones normales ( Purswell y Parker, 2000), aunque el momento de la
ovulacion puede no ser constante durante los celos sucesivos en la misma perra
(Allen, 1992).

La perra ha sido clasificada como una hembra monoéstrica ya que
presenta un periodo de aceptacion sexual en la época reproductiva y en promedio
presenta dos celos al afio con un intervalo de 6 meses aproximadamente
pudiendo variar de 4 hasta 12 meses dependiendo de la raza (Edward et al. 2000;
Davol,2001;Esquivel, 2002).

El ciclo reproductivo normal de la perra comprende las cuatro fases: proestro,
estro, diestro y anestro (Allen,1992; Davol, 2000; Desachy,2000, Concannon et al.
2001. ), aunque hay autores que consideran una fase de metaestro ( Foster y
Smith, 2001), como la cita Ruckebusch (1991).

Ruckebusch ( 1991 ), clasifica el ciclo estral en dos fases :

a) Fase folicular : que incluye el proestro y el estro.

b) Fase latea : que comprende el metaestro y el diestro.
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3.1.3 Etapas del ciclo estral

a) Proestro

También conocido como la fase folicular ( Davol, 2000;Edward et al.,2000).
Se considera como el inicio del ciclo estral ( Esquivel, 2002). En el ciclo normal
de la hembra canina, tiene una duracibn de 7 a 9 dias ( Foster y
Smith,2001;Allen,1992;Desachy ,2000), aunque hay quien sostiene que
normalmente dura de 2 a 21 dias ( Storneli et al., 2001; Esquivel,2002;purswell y
parket, 2000), y quien afirma que tiene una duracion media de 9 dias con un rango
de 3 a 17 dias( Davol,2000;Edward et al; 2000 ), por lo que se exige flexibilidad

para acomodar estas grandes variaciones.

El principio de la fase del proestro empieza cuando se observa por primera vez
el sangrado y termina cuando la perra se deja que la monte el perro (Edward et al.
2000). loindican, la inflamacion de la vulva, el tejido externo de la apertura vaginal
atraccion de machos y el sangrado( Allen,1992;Davol, 2000; Edward, 200;Foster y
Smith; 2001), resultando de una diapedésis y de una ruptura capila subepitelial del
endometrio ( Esqgivel,2002). La descarga sanguinolenta puede no verse en algunas
perras porque eliminan lamiéndose, también es dificil de identificarla en hembras
de pelo largo, y en perras de color negro no se aprecia ( Allen, 1992;Edward et al.
2000;Esquivel, 2002 ). La presentacion del proestro se puede predecir en algunas

perras por cambios en su pelaje (Allen, 1992).
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En algunos casos la vulva se puede inflamarse varios dias antes del inicio de la
descarga sanguinolenta, y es posible también que las perras atraigan a perros
varias semanas antes del inicio de ésta descarga ( Purswell y Parker, 2000), ya
que los perros pueden detectar las feromonas asociadas con elevaciones de
estrogenos antes del inicio del proestro clinicamente aparente ( Purswell y
Parker, 2000; Foster y Smith, 2001). La emisidon de orina en el proestro es mas
frecuente ( cantidades pequefas ) para diseminar las feromonas , la perra resulta
atrayente para los machos aunque generalmente no permitira la monta (Allen,
1992; Esquivel, 2002 ).

En esta etapa hay crecimiento folicular, la Hormona Foliculo Estimulante
(FSH ), es la responsable , bajo su influencia el foliculo en desarrollo empieza a
secretar concentraciones de estrégenos que van de 25pg/ml. (Edward et al. 2000,
Esquivel, 2002). Las cantidades crecientes de estrogenos, secretadas por lo
foliculos ovéricos, causan que las células de las paredes vaginales tomen una
forma distintiva, éste es un proceso conocido como carnificacion ( Davol, 2000).
Las concentraciones de estrdgenos en suero son bastante altas que van desde 5
a 15 pg/ml. durante dos meses antes del inicio de la descarga sanguinolenta
( Purswell y Parker, 2000, Edward et al. 2000).Ambos el nivel de estrégenos y la
cornificacion vaginal son indicadores utiles de proestro (Davol, 2000). Las
concentraciones de progesterona durante todo el proestro, salvo las ultimas 24 a
72h, son bajas ( basal : <0.5 ng/ml). El final del proestro y el principio del estro
pueden identificarse por cifras plasmaticas de progesterona que aumenta por arriba
de una meseta critica ( 1.0ng/ml, concentracion de progesterona necesaria para la
induccion de los cambios de conducta tipicos del estro. ( Allen,1992; Edward et al.
2000)
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b) Estro

La palabra estro deriva del griego oistros que significa deseo manifiesto

(Edward et al. 2000;Esquivel,2002). Tiene una duracion media de 9 dias
( Allen,1992;Edward et al.2000, Davol, 2000), con un rango de 3 a 21 dias (Davol,
2000; Esquivel,2002), por lo tanto resulta dificil establecer un patron estandar para
las perras. La receptibilidad a la monta (apareamiento) marca el principio de la
marca del estro (Allen, 1992; Edward et al. 2000 ; Davol,2000; Esquivel, 2002;
Purswell y Parker,2000), y este finaliza cuando la perra rechaza la monta
(Allen,1992; Edward et al 2000; Esquivel, 2002). En promedio, las perras
aceptaran al macho en los dias 9 6 10 y dejaran de aceptarlo en los dias 16 6 17,
considerandose que el dia 1 se refiere al primer dia de descarga sanguinolenta
(Purswell y Parker,2000).
Los signos clinicos, ademas de que la hembra se torna receptiva al macho, son
cambios de comportamiento, contrae la region perianal al contacto con el macho y
se queda quieta apoyandose en sus extremidades para facilitar la penetracion.
También existen algunos signos fisicos, la vulva se torna flacida, la secrecion
vaginal puede continuar (Edward et al. 2000; Esquivel, 2002). el flujo puede ser
menos copioso y menos hemorragico que en el proestro, aunque este es un hecho
constante, es decir algunas perras presentan un flujo escaso durante el proestro y
el estro, mientras que otras tienen un flujo sanguinolento abundante que persiste
en esta etapa (Allen,1992).

Fisiolégicamente, el estro coincide con la presencia predominante de las
células cornificadas epiteliales vaginales, con un aumento en el nivel de
progesterona sérica a 2 ng./ml. (Davol.2000), y con una disminucion en los niveles
de estrégeno por debajo de 15pg/ng (Edward et al. 2000, Esquivel, 2002).

Para realizar la cruza por monta natural es mejor llevar a la perra al lugar
donde se encuentra el perro debido a consideraciones territoriales. Las perras se
sentirdn menos dominantes fuera de su territorio de casa, y los perros deben ser
mas dominantes que las perras para que las perras permitan la copula. Perras
dominantes (alfa) no permitiran la copula de perros menos dominantes (beta)
(Purswell y Parker, 2000).
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Una vez que ha iniciado la conducta de caballete (aceptar al macho) la
cruza debe ocurrir cada dos o tres dias hasta que la perra ya no acepte la perro
(Purswell y Parker, 2000). Sélo durante los 3 a 7 dias del estro la perra estara en la
fase apropiada para quedar prefiada (Foster y Smith, 2001). Tradicionalmente, las
perras eran cruzadas el dia 142®° dia después del inicio del proestro. Esto porque
fue observado que la mayoria de las perras exhibia “sefales con la cola”
( desviacion lateral de la cola con elevacion de la vulva). Después, cuando se
adopto la norma para realizar uniones multiples, la perra se apareaba en los dias
12 y 14 ( para el servicio doble), o en los dias 11, 13 y 15 (para el servicio triple)
(Davol, 2000).
aunque estas reglas son adecuadas para asegurar una cruza Optima y tamafio de
camada en la perra promedio, no todas las perras ovulan el dia 12 del inicio de
proestro. algunas pueden ovular en el dia 5 o tan tarde con el dia 25, en tal caso
utilizando esta regla resultara un fracaso en el momento de apareamiento (Allen,
1992; Davol, 2000).

C) Diestro

Es la fase donde predomina la progesterona y tiene una duracion media de
2 meses (Edward et al;2000,Davol, 2000), pero hay quienes sostienen que la
hembra que no esta prefiada su duracién promedio de 100 dias (Edward et al.
2000;Esquivel, 2002). Aproximadamente 6 dias después de la ovulacién las células
epiteliales cornificadas vaginales se revertiran a un estado no cornificado.

Esta condicion marca el principio del diestro (Davol, 2000). También se
puede considerar que comienza el primer dia en que la perra no acepta al macho
(Edward et al.2000;Esquivel, 2002).Dentro de los signos diestro figuran:

% La hembra rechaza la monta del macho.
% La hembra ya no atraen a los machos.
« Lavulva regresa a su tamafio normal ( anestral ), desapareciendo la flacidez

y la secrecion (Edward et al. 2000;Esquivel, 2002).
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Después de la ovulacion, continGa el desarrollo del cuerpo luteo dentro de
las cavidades foliculares y por lo tanto, la concentracion de progesteronas sigue
elevdndose como alcanzando su pico de 20 a 30 dias postovulacién o bien 2 a 3
semanas después del inicio del diestro y se mantienen en una concentracion de 15
a 60 ng./ml. Aproximadamente por 1 6 2 semanas (Edward et al. 2000;Esquivel,
2002). Tanto en las perras gestantes como en las no gestantes, los niveles de
progesterona son muy similares en esta fase. El diestro termina cuando el nivel de
progesterona decae a menos de 1 ng./ml. (Davol., 2000). Esto sucede a los 63 dias
en las hembras prefiadas para la presentacion del parto, y a los 100 dias en las
hembras no progestantes ( Esquivel , 2002), auque Davol (2000), afirma que en las
hembras no gestantes los niveles de progesterona disminuyen aproximadamente 2

meses después de la ovulacion.

d) Anestro

El anestro se define como el tiempo que transcurre entre el final de la fase
lGtea (diestro en perras vacias o gestacion en perras gestantes), y el principio de la
fase folicular ( proestro) ( Esquive, 2002 ), es decir, el principio de esta fase es
marcado por el descenso del nivel de progesterona sérica a menos de 1ng./ml. ,y
la aparicion del sangrado proestral indica el final de esta fase (Edward et al.
2000;Davol,2000).

El inicio del anestro en perras que no quedaron gestantes es dificil de
detectar, ya que no existe un cambio claro entre la finalizacién del diestro y el inicio
del anestro, es decir, no hay diferencia clinica entre la perra diéstrica y la perra
anéstrica (presentan los mismo signos) . En cambio en las perras gestantes
es evidente que el parto marca la demarcacion entre gestacion (diestro) y el inicio
del anestro (Edward et al. 2000; Esquivel,2002).
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El anéstro constituye un periodo de inactividad ovarica (Allen,1992; Esquivel,
2000). Tiene una duracion media de 4 a 4.5 meses (Edward et al, 2000 Allen,1992;
Davol, 2000 ) pero hay citas de que dura de 4 a 7 meses si la perra cicla dos veces
al afio, y de 9 a 11 meses si cicla una sola vez ( Esquivel, 2002).

Esta duracién puede durar de 1 mes a 2 afios, ya que se ve influenciada segun
(Allen, 1992; Edward et al. 2000) por:

% Epoca del afio: Algunas perras tienen la tendencia primitiva de un periodo de
proestro/ estro por afio, por ejemplo la raza Basenji, mientras que en otras
razas muchas hembras pueden iniciar la fase proestro/estro durante la
primavera con preferencia a otra época del afio.

% Feromonas: Las perras que se mantienen juntas suelen mostrar la fase
proestro/estro en la misma época; se cree que los olores de una perra en
fase de estro puede estimular a otras.

% Factores desconocidos: Sigue siendo un misterio la sefial que pone en
marcha el desarrollo folicular en las perras.

« También tiene influencia la salud, la edad, el ambiente.

Durante el anestro ocurre la involucidon uterina postparto o bien la preparacion del

Utero para el siguiente ciclo (Edward et al.2000; Esquivel,2002).

IV. METODOS DE DIAGNOSTICO DEL ESTRO

En términos endocrinos el periodo fértil,( estro), sea definido cuando los
estrogenos disminuye, la progesterona aumenta y el pico de LH aparece lo que
resulta dificil de detectar, dando como resultado la constante confusion de creer
gue la fertilidad inicia cuando la perra acepta la monta, que no siempre ocurre. Por
lo tanto, se debe implantar otras alternativas como la citologia vaginal exfoliativa o
la vaginoscopia para detectar el momento optimo para realizar la cruza o la

inseminacion artificial ( Esquivel,2002).
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4.1 Citologia vaginal

Es una técnica para determinar en que etapa del ciclo estral se encuentra la perra'y
principalmente el momento mas adecuado para realizar la monta natural o la
inseminacioén artificial. La ovulacién ocurre al inicio del estro y por lo tanto es
importante identificar esta etapa. También ayuda a detectar patologia del aparato
femenino (Hutchison, 2001; Esquivel, 2002).

Fundamentos de la citologia vaginal exfoliativa

El principio de la citologia vaginal exfoliativa se basa en identificar el tipo y
cantidad de células de las diferentes etapas del ciclo estral, ya que los cambios
hormonales que sufre la vagina durante el ciclo se refleja en la morfologia de sus
células epiteliales. Al inicio del ciclo, la célula epitelial recibe una mayor irrigacion
sanguinea (nutricién celular). Conforme los niveles de estrdgenos se incrementan
el epitelio vaginal se va engrosando ocasionado que las células epitelial se vaya
separando del aporte sanguineo, dando como resultado una transformacion que va
de célula para basal a célula anucleada o escama (Edward et al.
2000Esquivel,2002). Los practicante de la citologia vaginal debe de comprender
que por que ocurren los cambios citoldgicos y lo que indican estos cambios
(Edward et al. 2000; Purswell y Parker, 2000 ).

4.1.1 Clasificacion de células vaginales
En cuanto al tipo de células vaginales esta se clasifican segun (Esquivel 2002), en :
A. Célula parabasal : Es una célula grande de forma oval o redonda con
nacleo aparente y pequefia cantidad de citoplasma. Esta célula se

desprende de la capa de células germinales cercanas a los vasos

sanguineos y predominan en el anestro y principio de proestro.
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B. Célula intermedia : Es una célula grande de bordes irregulares con nucleo
mas pequefio o mas grande que la parabasal pero con mayor cantidad de
citoplasma. La presencia de esta célula indica la etapa anterior a su
transformacién superficial, predomina a la mitad del proestro.

C. Célula superficiales: Son célula muertas tipicas que reviste la luz vaginal
de la perra y son pequefia, de borde angulosos, con nucleo de menor
tamafio que las anteriores y picnotico . Es caracteristica del proestro y todo
el estro, que es cuando la vagina se encuentra bajo la influencia del pico
estrogénico.

D. Célula anucleada: Son células vaginales grandes, muertas que también se
le conoce como escama, es una célula pequefa, sin nucleo, de borde
angulosos e irregulares que predominan en el estro y marca el final del

proceso de descamacion de la célula para basal .

4.1.2Tipos de células presentes en cada fase del ciclo estral

4.1.2.1 Proestro

Debido a la elevacién de la estrogenemia en el proestro, el nimero de capas
celulares del epitelio vaginal aumenta. Este hecho hace que las células luminales
se alejen de la irrigacibn sanguinea evolucionando hacia la muerte. Este
fendbmeno podra visualizarse claramente en los extendidos vaginales en los cuales
aumentara el porcentaje de células superficiales ( cornificadas) a medida que se
acerca el fin del proestro y el comienzo del estro ( Edward et al. 2000;Jhonston et
al., 2001).
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4.1.2.2 Estro

Bajo la influencia de estrégeno, el epitelio vaginal engruesa de 20 a 40
capas de células. Este espesor protege la vagina durante la cépula. Cuando el
epitelio vaginal espesa, la citologia vaginal exfoliativa muestra el cambio de células
no cornificadas a células cornificadas del epitelio. Cuando las células cornificadas
del epitelio predominan, la perra o esta en proestro ( Purswelll y Parker,2000), o
estro (Davol,2000; Purswell y Parker, 20000).

4.1.2.3 Diestro

El valor de la citologia se sobreestima a menudo en el manejo reproductivo, pero
hay un hallazgo absoluto en citologia vaginal que indica el inicio del diestro. La
citologia vaginal cambia abruptamente y dramaticamente durante 24 a 48 horas
de un predominante modelo de células cornificadas a un modelo de células
cornificadas. Los neutrofilos estan presentes en niameros grandes. El primer dia
de este cambio citolégico dramatico es llamado dia 1 del diestro o D1. Esta
informacion es valiosa porque puede usarse para predecir la duracion de la
gestacion. Las perras paren 56 a 57 dias tipicamente después del inicio del

diestro citologico (Purrswell y Parker, 2000).

4.1.3Técnica de citologia vaginal exfoliativa

Para tomar una muestra de citologia vaginal se introduce hisopo estéril por la
comisura dorsal de los labios vulvares (previa limpieza de estos). Se puede
suavemente hasta atravesar el cingulun (union vestibulo-vaginal) para llegar a la
porcion caudal de la vagina, en la cual, mediante movimientos rotatorios de hisopo,

se colectara el material celular.
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Hecho esto, se retira el hisopo y se hace un frotis por rodamiento sobre un

cubreobjetos, se fija en alcohol

observarla al microscopio.

al 95% durante 5 a 10 minutos y se tifie para

Existe técnicas de tincion como la de Papanicolau, Diff-quick, Giemsa, Wright y

Shorr que pueden ser utilizadas para tefiir muestras de citologia vaginal, de las

cuales la técnica de papanicolau se describe a continuacion ( Nuria, 2001).

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)

Fijar la muestra en alcohol etilico de 96 durante 15mn.
Se introduce la muestra 2 segundos en agua
5 minutos en hematoxilina
un pase 2 segundos en agua
un pase 2 segundos en alcohol 4cido
Lavar con agua corriente
4 pases en alcohol del 96
5 minutos en alcohol OG-6
2 minutos en alcohol de 96
3 minutos en colorante EA-50
20 lavadas en alcohol en alcohol del 96 |
20 lavadas en alcohol del 96 |
20 lavadas en alcohol absoluto |
20 lavadas en alcohol absoluto Il
3 minutos en xilol

Poner 2 gotas de resina sintética, cubrir y observar en el microscopio
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4.2 Frotis Salival como Diagnostico del estro

4.2.1 Historia del Frotis salival

1945: Papanicolau fue el primero que observo 'helechos' (particulas cristalinas) en

el liquido secado del cuello de la matriz.

1969 Dr. Biel Cassals, ginecologo espafiol, estudiaba la cristalizacion de la saliva y
concluy6é que la apariencia del 'helecho’ de la saliva en realidad es idéntica al

fenémeno de la arborizacién del liquido en el cuello de la matriz.

1991 : Los estudios de M. Guida, Instituto de Ginecologia y Obstetricia en Neapoli,
Italia, alcanzaron el resultado positivo de 92% en correspondencia de 'helecho’ de

saliva y el periodo pre-ovulatorio y ovulatorio.

1992 : Los estudios de M. Barbato, A. Pandolfi, M. Guida encontraron correlacion
directa entre el fenomeno de 'helecho’ de la saliva y el periodo de fertilidad,
afirmando que 'el fendbmeno de helecho se pede usar como el parametro para
ayudar a las mujeres detectar el periodo de ovulacién en combinacién con otros

métodos sintoma-termales.

1994 :El Centro Clinico de Serbia realiz6 el estudio, 'Determinacion de los dias
ovulatorios y no ovulatorios en el ciclo menstrual de la mujer por medio del test de
cristalizacion de la saliva’', y determind que ese test es tan efectivo como andlisis de

la mucosidad en el cuello de la matriz. (MaybeMOM).

El fendbmeno conocido como arborizacion del moco cervical de la mujer

fue descubierto por Papanicolau en 1946 sirviendo como base importante para el

estudio de este evento en otras especies tales como los bovinos y cerdos. Esta

cristalizacion se presenta después de que una muestra del moco cervical sin tefir

se deja secar en un portaobjetos presentandose un patrén microscopico en forma

de helecho.
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Muchos investigadores han relacionado estos hallazgos con los diversos
estadios del ciclo estral encontrando que existe mayor arborizacién durante la fase
folicular del ciclo en comparacion con la fase lutea del mismo alcanzando la

maxima cristalizacion en el principio de la etapa de estro.

En 1948 Rydberg encuentra arborizacion del moco cervical humano
detectando la presencia de substancias como el cloro, sodio y la mucina lo cual
resulté importante ya que cuando estas substancias son agregadas a otros fluidos
como la saliva se presenta una cristalizacion igual a la del moco cervical del

humano, bovino y suino. (Abusineina; 1962 ).

4.2.1 Frotis salival

Con base en las investigaciones realizadas en el moco cervical humano y
bovino, surge la idea en el Departamento de Reproduccion de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de estudiar la arborizacion de la saliva de la perra como una
técnica auxiliar para el seguimiento del ciclo estral con el propdsito de aumentar
la eficiencia en la deteccion de la etapa de ovulacion. Esto se realiza tomando una
gota de saliva, se deja secar sobre un portaobjetos para posteriormente hacer la

observacion al microscopio.

En la reproduccion canina uno de los problemas mas comunes con el
que se encuentra el médico veterinario asi como los propietarios de perras es el
poder determinar el momento preciso para realizar la monta o bien para llevar a
cabo la inseminacién artificial debido a la gran variacion que se presenta en la
duracion de las etapas del ciclo estral lograndose la elaboracion de técnicas como la
de citologia vaginal exfoliativa para detectar la etapa de estro en la cual ocurre la

ovulacion.
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Como ya se sabe la arborizacion estd intimamente ligada con el nivel
estrogénico que en el caso de la hembra canina alcanza su pico aproximadamente
2 dias antes de la ovulaciéon lo que hace suponer que el maximo de cristalizacién

estara presente en el periodo ovulatorio.

Estudios realizados para la deteccion de hormonas esteroides han
postulado que mas del 95 % de los estrogenos (E2) circulantes se encuentran
unidos a proteinas y que estas moléculas son eficientemente secuestradas para
su destruccidon en el higado sin embargo los estrégenos fisiologicamente libres
difunden con facilidad a todos los liquidos secretados intercelularmente como es el
caso de la saliva (o cual es aplicable a la mayoria de las hormonas esteroides)
donde se han encontrado niveles de 2 - 11pg/ml durante la fase folicular del ciclo
menstrual y niveles de .8 - 8 pg/ml durante la fase latea recordando que una de la
funciones de los E2 es regular la retencién del fésforo y sodio ademés de provocar
la acumulacién de liquido en los tejidos y la excrecién del potasio lo que resulta en la
hipétesis de que la arborizacidén de la saliva y del moco cervical son cristales de

sodio, cloro 6 potasio.

La arborizacion se ha clasificado en tres tipos de acuerdo al momento de su

presentacion:

a)TIPO A: Son helechos abundantes anchos y grandes, se presentan en el maximo

nivel estrogénico (principio del estro).

b)TIPO B: Son helechos mas delgados que el tipo A que se acomodan de

manera longitudinal se presentan cuando hay descenso de E2. (mitad del estro).

c)TIPO C: Son helechos muy pequeiios casi fragmentos y se presentan cuando

hay dominancia de progesterona.(final del estro). (Esquivel, 2002 ).
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V. HISTORIA DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

5.1. Origen de lainseminacion artificial

Es dificil fundamentar que los veterinarios establecieron la inseminacion
Artificial ( 1A), pues son varios los antecedentes de la IA que se pueden citar, y no
precisamente de veterinarios. Ya los &rabes parecen haber usado la IA en equinos
en el siglo ( Pérez,2001). Spallanzani en Italia en 1780 us6 semen canino fresco
para inseminar una perra en estro directamente en el Utero ( Pérez ,2001; Farstad,
2000). Ya en 1776 Spallanzani habia observado que las bajas temperaturas
provocaban una reducciébn reversible de la actividad metabdlica de los
espermatozoides, lo cual permitia almacenarlos ( Stornelli et al., 2001 ).

Joan Hunter fertiliz6 exitosamente a una mujer en 1799 por medio de la IA. E.
Ivanov condujo exitosamente sus estudios hasta perfeccionar en Rusia a partir de
1899 la técnica de IA aplicandola tanto en equinos como en vacunos Yy 0vinos
( Pérez, 2001 ). En 1956 Harrop logra la primera prefiez con semen refrigerado
abriendo las puertas a la criopreservacion. Posteriormente, en 1969, se comunica

por primera vez una |A satisfactoria con semen congelado ( Stornelli et al., 2001).

5.11 Historia de la inseminacion artificial en caninos

Aungue en el campo es relativamente nuevo en produccion canina, ha sido
practicando con éxito en ganado y otras especies durante muchas décadas
( Foster y Smith, 2001). Los estudios sobre semen canino se iniciaron con la
invenciéon del microscopio Optico por Leeuwenhoek en 1678 ( Esquivel, 2002). Sin
embargo, las tecnologias de asistencia reproductiva en perros comenzaron en el
siglo XVIII ( Farstad, 2000), reportandose que la primera Inseminacion Artificial
cientificamente registrada se realiz6 en 1779 en Italia por Lazaro Spallanzani, que
llevo al nacimiento de tres cachorros, dos machos y una hembra (Esquivel, 2002;
Pérez, 2001; Farstad, 2000).
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En 1782, Rossi repitid este experimento obteniendo buenos resultados, ya
que la perra que insemino parié 4 cachorros después de 62 dias de gestacion. No
hubo més referencia sobre inseminacion Artificial ( IA) de perras hasta 1884,
cuando una serie de experimentos fueron realizados por Sir Everett Millais,, quien
para comprobar que la IA era factible cruzo diferentes razas como el Basset
Hound y Blood Hound, las cuales de manera natural no se aparean. En 1914,
Amantea empez0 a utilizar la primera vagina artificial para colectar semen de
perro, observando ademas que el semen canino es eyaculado en 3 porciones bien
diferenciadas ( Esquivel, 2002).

Aunque se cuenta con la investigacibn y experiencia desarrolla en la
practica bovina, no se ha logrado su porcién de éxito en caninos ( Foster y Smih,
2001). El progreso en esta area se desarrollo lentamente, el subsecuente
desarrollo incluy6é al equipo de IA y métodos para la preservacion a corto plazo
de semen fresco, y mas tarde para semen congelado, que condujo a la primera
camada del mundo producida de semen congelado en 1969 ( Stornelli et al., 2001;
Farstad, 2000). En el periodo comprendido entre 1971 y 1977, nacieron
aproximadamente 800 cachorros concebidos mediante IA, con semen congelado.
El American Kennel club (AKC) desde 1981 aprobé el registro de camadas
obtenidas mediante Inseminacion Artificial con semen congelado, sucediendo

eventos similares en otras partes del mundo ( Esquivel, 2002).

El margen de error muchas de las veces no se debe a la técnica , sino la
inestabilidad relativa del semen canino cuando se congela o refrigera ( Foster y
Smith, 2001), pero la mejora de métodos de congelado y de equipos de IA de 1970

dio ala IA utilidad como una técnica de reproduccion para perros ( Farstad, 2000).
En paralelo, la 1A en zorros se desarrollé en Escandinava a principios de

1980; esto produjo la valiosa cruza de zorros plateados y zorros azules para la

produccion de pieles ( Farstad, 2000).
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Ademas, en el ganado, la regularidad y competencia de la fisiologia
reproductiva de la hembra se ha seleccionado de forma consistente para la
reproduccion, mientras que no es el caso en perros. El ejemplar que no tiene un
ciclo estral predecible o altos niveles de fertilidad se elimina del hato. Mientras que
en caninos , los criadores son mas atados emocionalmente a sus animales y
muchas veces intentan reproducir perras problemas y con ciclos irregulares,

manteniendo asi caracteristicas genéticas indeseables ( Foster y Smith, 2001 ).

En los ultimos afos , las técnicas de inseminacion Artificial en caninos se
han aplicado con éxito en investigacién basica para estudiar la maduracion del
oocito, en fertilizacion en vitro, criopreservacion de embriones y transferencias de
embriones en canidos ( Farstad, 2000).

Los laboratorios que proporcionan prueba cuantitativas radioinmunes el
mismo dia o el dia siguiente proporcionaran informacién mas exacta que los
equipos de ELISA. Con estos adelantos en manejo reproductivo canino, el uso
exitoso de semen refrigerado y congelado se esta volviendo rutinario en perros
( Purswell y Parker, 2000).

Desgraciadamente , debido a la fisiologia particular de la hembra canina, los
progresos en las técnicas de reproduccion artificiales se ha retrasado ( Farstad,
2000). Ademas el éxito de la IA depende de el estado da salud y nutricion de los
animales reproductores, asi como el manejo del momento de inseminacion, semen

utilizando y la técnica utilizada (Stornelli et al., 2001).

La técnica actual y los métodos de inseminacion Artificial ( IA ) son
relativamente faciles y son realizados por muchos criadores y la mayoria de las

clinicas veterinarias ( Foster y Smith, 20001).
En la actualidad la IA se realiza con semen fresco, refrigerado o congelado, cada

tipo de semen nos brindaréa distintas posibilidades de aplicacion asi como también

exigira un manejo de diferente complejidad ( Brown, 1992; Stornelli et al., 20001).
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VI. INSEMINACION ARTIFICIAL EN CANINOS

6.1 Objetivos de lainseminacion artificial en caninos

La inseminacion artificial ( IA ), es una técnica que cada vez se utiliza mas,
y con el uso del semen refrigerado y/o congelado, abrird un enorme campo de
posibilidad especialmente para los criadores y Médicos veterinarios dedicados a
los caninos ( Villalba, 1997).

Un macho excepcional, escogido por su inteligencia, personalidad o estructura
puede continuar produciendo descendencia largo tiempo después de su muerte o
puede aparearse con hembras de las que esta separado por grandes distancia
(Allen, 1992; Foster y Smith,2001; Stornelli et al., 2001).

Esta técnica, si bien se practica tanto en perras como en gatas, esta mucho
mas extendida en las primeras, siendo poco frecuentes en las gatas debido quizas

al menor valor econémico de éstos y a que técnica resulta (Villalba,1997).

A veces la inseminacion Artificial se utiliza aunque ambos perros estan
presentes. Esto normalmente ocurre cuando el perro o la perra tienen un problema
reproductivo. O en casos en los que, el macho no monta o ho muestra interés por
la hembra, o la hembra no le permitira al macho montarla ( Allen, 1992,
Davol,2000; Esquivel, 2002). A menudo éstos simplemente son problemas de
perros inexpertos. En perros salvajes, la reproduccion tiene un componente sabio
donde los machos mas jovenes aprenden la conducta sexual de manera interactivo
y observando a los adultos. Se parando a los cachorros de sus unidades familiares
a las siete u ocho semana de edad, nosotros hemos eliminado ésta parte del

proceso de aprendizaje ( Forter y Smith, 2001 ).
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La IA es una técnica util, de baja o mediana complejidad, de moderado costo, que
brinda grandes posibilidades en la clinica reproductiva diaria y el desarrollo
biotecnoldgico. Sin embargo, si no se tiene en cuenta algunos factores sumamente
importantes en su aplicacion, puede tomarse una practica desalentadora ( Stornelli
et al., 2001).

6.1.1 Causas de uso de lainseminacion artificial en hembras

Comportamiento agresivo hacia el macho o conductas que imposibiliten la monta
del macho. Malformaciones congénitas o adquiridas de vagina y/o vulva como :
Hiperplasia vaginal, estrechez vulvar, vaginitis cronica, himen persistente, cicatrices
en vagina provocadas por parto distécico. Debilidad de las extremidades
posteriores que no permiten soportar el peso del macho en la monta.
Enfermedades como la artrosis o artritis con las mismas consecuencias ( Esquivel,
2002;Villalba, 1997). Perras con enfermedades uterina u ovérica sospechosa, es
decir, perras con historias de fracaso reproductor en las que el problema se puede

resolver con una inseminacion quirdrgica ( Hutchison, 2001).
6.1.2 Dosis de inseminacion

La dosis de la inseminacién debe contener 150 a 200 x 10° de
espermatozoides, por lo menos (Stornelli et al., 2001; Linde-Forsberg, 1991), pero
tratandose de semen congelado se estima que 200 x 10° espermatozoides viables
al descongelado son necesarios para obtener tasas aceptables de prefiez
(Jhonston et al., 2001). Sin embargo, se han comunicado prefies con 20 x 10° de
espermatozoide depositando quirdrgicamente semen fresco en la porcion proximal
del cuerno uterino y dos dosis de 30-35 x 10° de espermatozoides realizando 1A
intrauterina por medio de caracterizacion cervical con endoscopio (Stornelli et, al.,
2001).Las mejores proporciones de concepcion pueden obtenerse con una doble

inseminacién que por una sola inseminacion (Gunzel, 1986; Linde-Forsberg 1989).
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6.1.3 Técnica Inseminacion artificial intravaginal

Cuando una cruza natural no es posible, la inseminacion intravaginal es una
buena opcion, que consiste en depositar el semen en la apertura cervical externa.
Este método también puede ser aplicable cuando una cruza natural puede ser un
riesgo de enfermedad, lesion a los perros, o una molestia al propietario de alguno
de los reproductores ( Hutchison, 2001).

Un dedo enguantado (ligeramente lubricado con Agua), se introduce en la vagina
y la pipeta se guia por encima del dedo, se prolonga en el pasaje vaginal hasta
donde sea posible. El semen se expele entonces de la pipeta seguida por un poco
de aire para empujar el semen restante al del tubo. La pipeta se retira, pero el dedo
permanece para masajear (suavemente raspando en un movimiento dirigido hacia
atras) la pared de la vagina. Este procedimiento es muy importante porque simula
la accion del suave jalado del pené del macho dentro de la vagina durante la
“unién” en la cruza natural. Este procedimiento inducira contracciones del musculo
de las paredes vaginales que ayudaran a la locomocién del semen hacia los
Ovulos. Después de varios minutos de este estimulo, el dedo enguantado es
retirado (Davol, 2000).

Hay técnicas mas sencillas en las que solo se introduce una sonda en la vagina
llegando hasta el fondo de la misma y con una jeringa se impulsa el semen
(Morton, 1986; Villalba, 1997). Y otras en las que se requieren de un catéter de
plastico rigido que inicialmente se introduce verticalmente a través de los labios de
la vulva, (evitando la fosa del clitoris), y al llegar a la parte posterior del isquion se
dirige cranealmente adecuandose a la anatomia de la hembra canina (Allen, 1992;
Stornelli et al., 2001). Si lo permite la perra el catéter sera palpado a través de la
pared abdominal y el cuello uterino se localiza como una estructura dura (similar a
un guisante) craneal al mismo, se levanta del suelo las extremidades de la perra 'y

se expulsa el semen ( Allen, 1992).como se muestra en la figura 1.
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La totalidad el material debera estar estéril, libre de sustancias que alteren la
viabilidad espermatica y precalentado a 37° C para evitar alterar la calidad del
eyaculado (Stornelli et al., 2001).

El inconveniente de una inseminacion intravaginal es que el semen se
deposita en la vagina craneal y debe hacerse de manera que se arrastre o penetre
hasta el Utero, para que las células espermaticas puedan llegar a los tubos de
Falopio (alrededor de los ovarios) donde ocurre la concepcion (Hutchison, 2001).
Por lo tanto, para inseminar a la hembra se eleva el tercio posterior de ésta
favoreciendo la penetracion del semen y posteriormente se mantiene durante
cinco o diez minutos ( Allen, 1992; Villalba, 1997; Davol, 2000), o hasta quince
(Allen, 1992; Stornelli et al., 2001), para evitar el reflujo del semen. El reflujo de una
porcién del semen indica que se ha realizado una mala inseminacion (Allen, 1992).
Hay quien recomienda para retener el reflujo del semen, insertar un dedo o algun
objeto de plastico del tamafio apropiado en la parte caudal de la vagina ( Morton,
1986 ). Debe tenerse cuidado para asegurar que ninguna presion se haga
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alrededor del abdomen, por consiguiente, el alzado de la perra debe ser realizado
sujetdndola de sus rodillas. Después la perra debe ser inmediatamente enjaulada
durante 30 o 60 minutos. No se debe permitir que orine (Allen, 1992; Davol, 2000),
y se requiere que la perra sea puesta en una jaula en un vehiculo, debe ser
cargada por dos personas, las personas que alza el tren posterior sujetandola de
las rodillas y no del alrededor del abdomen ( Davol. 2000). Por otra parte, Esquivel
(2002), asegura que no es necesario considerar ninguno de los aspectos antes
mencionados.

La inseminacién con semen fresco puede realizarse vaginalmente, por el
contrario el semen congelado-descongelado debe depositarse intrauterina mente
( Linde-Forsberg, 1991).

Problemas de la técnica, como colocacion impropia de la pipeta de
inseminacioén, colocacion de semen impropio, o semen dafiado por maltrato,
desgraciadamente ha convenido a muchos criadores y veterinarios de que solo
deben usar la IA como una ultima medida (Hutchison, 2001).

Para comparar la importancia de la ruta de inseminacién al usar semen fresco o
congelado, seis grupos de cinco perras se inseminaron en el Utero (grupos 4,5y 6)
o en la vagina (grupos 1,2 y 3 ) con semen fresco (grupos 1 y 4) o semen
congelado (grupos 2,3,5y 6 ). El 60 % de las perras inseminadas con semen
congelado y el 100% con semen fresco quedaron gestantes, independientemente

de la técnica de inseminacién usada ( Silva et al., 1996)
6.1.4 Ventajas y desventajas de lainseminacion artificial en caninos

Con IA, en una perra que tiene excelente calidad genética y tiene el
potencial para construir un criadero de su descendencia, pero que no este en

calor, se puede planear una cruzar conveniente, recolectando el semen vy

preservarlo hasta que esté lista para ser prefiada ( Foster y smith, 2001 ).
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La practica de la inseminacion permite obtener camadas de animales que
de otro forma hubiera sido imposible, permitiendo a los criadores la introduccion de
nuevas lineas de sangre con el uso de semen congelado, la disminucion de
enfermedades genéticas con el uso de sementales probados ( Morton, 1986).
Permite el cruzamiento de perros de diferente paises sin las limitaciones que

impone la cuarentena ( Allen, 1992).

Pero también se puede difundir y transmitir maltiples problemas o
alteraciones genéticas reproductivas indeseables. Por esta razon la inseminacion
Artificial es una técnica que en las perras debe manejarse con criterios muy rigidos
en cuanto a la eleccion de los reproductores en los que se va a realizar
(Villalba,1997).

Actualmente, en muchas razas, numerosos individuados estdn mostrando
fisiologia reproductiva y conducta anormal. La fase de proestro se prolonga durante
3 a 5 semanas, los machos tienen la cuenta espermatica anormal, el macho o la
hembra nunca entra en verdadero estro, los numeros de camada disminuye
drasticamente, las madres rechazan su descendencia, etc., todo esto a causa de
la mala selectiva en los progenitores cuando se realiza la cruza 6 se utiliza la IA.
Por otros lado los machos se pueden acostumbrar al manejo lo que puede
ocasionar dificultades posteriores para realizar la monta natural, sin embargo
esto es poco frecuente (Esquivel, 2002). Los buenos criadores observan sus
lineas de cruzamiento y reconocen estos problemas. Ellos deben intentar eliminar
estos rasgos, porque usando la IA para reproducir perros con limitaciones sélo

potencializan el problema (Foster y Smith, 2001).
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La IA puede favorecer la utilizacion fraudulenta del semen ( Esquvel,
2002). Otra preocupacion del uso de inseminacion artificial, es cuando uno de los
dos perros es Vvicioso y constantemente ataca al otro. Seria recomendable no
cruzar, asi como tampoco el emplear la inseminacion artificial estos casos, y no
por miedo a ser mordidos; la conducta es un rasgo que debemos seleccionar
( Foster y Smit, 2001).

Muchos criadores también creen que si se usa la inseminacién Atrtificial no
peden transmitirse enfermedades que requieren del contacto sexual para su
transmision. Efectivamente, el macho no podra contagiarse de la hembra, porque
él nunca esta en contacto con ella. sin embargo, la hembra puede contraer varias
enfermedades contenidas en el semen ( Foster y Smith, 2001; Esquivel, 2002).
Ademas, debe recordarse que la inseminacion Artificial en medicina canina no
tiene el nivel de éxito que una cruza natural. Dependiendo de la técnica y habilidad
de aquellos que la realizan, se pueden esperar sélo tasas de 65 a 68% de
concepcion ( Foster y Smith, 2001).

6.1.5 Limitaciones de lainseminacion artificial en caninos
Se han identificado dos grandes limitaciones en la utilizacion de la IA en perros;
la longevidad de células esperméticas caninas disminuye grandemente refrigerado
o congelado el semen; y la anatomia del cerviz canino que actia como una
barrera a la deposiciéon intrauterina del semen via inseminacién vaginal ( Brown,
1992).
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VIl. CARACTERISTICA DEL SEMEN FRESCO Vs. REFRIGERADO

7.1 Semen fresco vs. refrigerado

SEMEN FRESCO

Solamente se utiliza la segunda fraccion ( rica es espermatozoides); la
misma se recoge en forma independiente ( Allen, 1992). La recoleccion de la
fraccion espermatica es suficiente para realizar la 1A, parte de la fraccion prostéatica
puede recolectarse so6lo para asegurarse que se ha recolectado toda la segunda
fraccion. Si el volumen de la fraccion espermética es escaso, La fraccion prostética
puede servir para aumentarlo vy facilitar el manejo del semen ( Storrnelli et al.,
2001).

Para cada inseminacién se utiliza un eyaculado, es decir no constituye un
procedimiento para aumentar el nimero de perras inseminadas ( Allen, 1992).

La inseminacion debera efectuarse en un plazo no mayor a 15 minutos ( Allen,
1992; Esquivel ,2002).

El semen fresco usado en intervalos de inseminacion de 48 horas se ha
demostrado favorable, considerando que con semen conservado el intervalo de la
inseminacion no debe exceder 24 horas ( Gunzel,1986).

La tasa de gestacion obtenida con el semen fresco es 60%
aproximadamente ( Allen, 1992), auque hay quien afirma que se puede obtener un
8.3% ( Esquivel, 2002). Y el tamafio de camada es 21.5% mas pequefio en perras
inseminadas con semen fresco, comparando con perras naturalmente apareadas
( Linde-Forsberg y Forsberg, 1989).

Mientras el semen de eyaculados frescos puede aplicarse con buen éxito

intravaginalmente la inseminacién intrauterina mejora las condiciones para

concepcion usando semen congelado ( Gunzel, 1986).
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SEMEN REFRIGERADO

Enviar el semen en lugar de enviar la perra se ha hecho comun. Los
criadores han escogido la utilizacion del semen refrigerado por inseminacion
intrauterina para sus perras, en espera de buenas proporciones de concepcion
( Hutchison, 2001).

Mediante el agregado de diluyentes, el semen puede ser refrigerado y de
esta manera conservado y transportado. Las bajas temperaturas disminuyen las
tasas metabdlicas de los espermatozoides y prolongan su longevidad. Los
diluyentes protegen a las membranas del espermatozoide del dafio causado por los
cambios de temperatura, proveen energia y mantienen estables el PH vy la
osmolaridad. Los antibidticos agregados a los diluyentes evitan la proliferacion
bacteriana, en especial en los que contienen yema de huevo (Stornelli et al.,
2001). Sin embargo, el refrigerar el semen produce un aumento inmediato en el
namero de anormalidades del cromosoma y una disminucion subsecuente en la
en la viabilidad del semen ( Burgess et al., 2001).

Las tasas de prefiez obtenidas utilizando semen refrigerado son de 50-60%
( W.Edward,1992). Segun ( Linde- Forsberg, 2000) la tasa de paricion con este

mismo semen es de 45.1% y el tamafio de camada es de 5.8+/-3.0.

VIII.- OBJETIVOS
% Saber la comparacion entre la taza de prefiez y el tamafio de la camada
con la utilizacion de semen refrigerado a 10 dias.
s Aprender a realizar la técnica de inseminacion artificial intravaginal y
saber las ventajas que tienen en la actualidad esta especie.
«» Comprender bien el ciclo estral y cada una de sus etapas en esta

especie ya que es muy compleja y diferente a otras especies.
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IX.- HIPOTESIS
# Con la inseminacion artificial intravaginal con semen Refrigerado a 10 dias, se
podra tener un indice de prefiez y un numero de camada mayor o igual que cuando

utiizamos semen fresco.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio en la ciudad de Torredn, Coahuila para determinar el
porcentaje de prefiez y tamafio de camada mediante inseminacién artificial con
semen fresco Vs refrigerado. Para este trabajo de investigacion se ocuparon 10
machos y 10 hembras de diferentes; edades, pesos Yy razas, clinicamente
sanos. Lo cual 5 hembras se inseminaron con semen fresco y el resto con

semen refrigerado.

Material utilizado para la citologia vaginal exfoliativa

+» Guantes latex

o

» Hisopos

R/
L X4

Porta objetos

DS

» Microscopio 6ptico
% Tincién de papanicolau

L)

En cuanto al equipo utilizado en la inseminacién artificial “ Intravaginal ” se
menciona a continuacion:

Un catéter de plastico rigido, que tendra unos 30 cm de longitud para una
perra grande. Lo cual se une a una jeringa de plastico mediante un embolo de

caucho para que posteriormente se deposite el semen hacia la vagina y luego el
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catéter es retirado y la hembra es mantenida 10 a 15 minutos con el tren posterior

sobre elevandose en forma de carretilla( allen,1992; Stornelli, 2001;Edward ,2000 ).

Posteriormente se prosigui6 a evaluar a los perros

Evaluacion de la hembra: En todas las hembras fueron controladas para
observar el inicio del proestro a través de signos de actividad estrogénica, tales
como el edema vulvar ( Johnston, 1995); una vez entrando al proestro las perras
se obtuvieron frotis vaginales se introdujo un hisopo estéril en la comisura dorsal
de los labios vulvares como se muestra en la figura 1 , los cuales fueron fijados
con alcohol del 96° durante 15 minutos, teflidos con la técnica de papanicolau Y
examinados con microscopio de luz directa a 100( Sanchez, 2000) vy asi
observando los cambios de descamacion de las células superficiales ( N. de
células superficiales / N. de células totales x 100. Cuando €l % de células
superficiales fue superior al 80% la perra fue mantenida a la observacién a fin de
realizar un adecuado control del estro.

Evaluacion del macho: En los perros se realizd un examen androldgico
completo, para asi saber si los machos se encontraban en optimas condiciones

para su reproduccién (Feldman y nelson, 1996).
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RESULTADOS

El estudio realizado mediante la inseminacion artificial, intravaginal en perras
de raza indistinta en estado de salud permitio evaluar la taza de comparando el
semen fresco con el refrigerado utilizando técnicas para la determinacion del estro
la técnica de citologia exfoliativa mediante tincion de papanicolau y frotis salival

para asi observar la arborizacion. Se obtuvieron los siguientes resultados.

nombre del | prefiadas IA. semen | lA. semen
animal fresco refrigerado
Neri Si Si

Coqueta Si Si

Laica Si Si

Cecilia Si Si

Tiara Si Si

Frida no Si

Tamara Si Si

Pantera Si Si

Camila Si Si

Nina Si Si

Cuadro # 1 se muestra las perras inseminadas con semen fresco y refrigerado

En el caso particular de las hembras que fueron inseminadas con semen
fresco, se practicaron 3 inseminaciones a partir del tercer dia del estro. Teniendo
el semen una motilidad del 85-90%, con una morbilidad que del 90 % con una
dosis 200 millones de espermatozoides por mililitro, con un volumen por eyaculado

de 5ml. obteniendo una tasa de prefiez del 100%

En el otro caso de las hembras que fueron inseminadas con semen
refrigerado mediante un diluyente en base a yema de huevo al 20% -TRIS
conservandose el semen diluido a una temperatura de 4°C y observado una

motilidad de 60% a las 24y 48 horas con una morbilidad de 50% con una dosis de
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semen 600 millones de espermatozoide por dosis, obteniendo una tasa de prefiez
90%
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DISCUSION

La inseminacion artificial en caninos con semen fresco mantiene ventajas
indiscutibles contra la inseminacion con semen refrigerado, pero en las condiciones
adecuadas esta técnica puede representar una gran ventaja por su practicidad en
la transportacion, dosificacion de las muestras para obtener un mejor rendimiento y

la posibilidad de obtener camadas de un animal aun después de su muerte.
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CONCLUSIONES

La inseminacion intravaginal con semen fresco representa una maniobra
facil y r4pida que permite superar diversos problemas anatomicos tanto del macho
como de la hembra. La inseminacion con semen fresco representa muchos
beneficios y un costo bajo para obtener una tasa de prefiez mayor y un numero de
camada superior. Asi mismo la inseminacion con semen refrigerado ha sido una
gran ventaja pues permite la utilizacion del semen de machos sin tener que
trasladarlos, un mayor numero de inseminaciones con la dosis justa y asi
aprovecharla al maximo, si bien es una técnica mas costosa que la de semen
fresco representa una ventaja para criadores para mejorar la genética de su
camada. Por todo lo anterior es importante que el médico veterinario tenga los
conocimientos adecuados para lograr un resultado satisfactorio de la misma.

El resultado de este trabajo arroja tasas de gestacion elevadas con los datos
obtenidos pero cabe sefialar que lo mas importante en cualquier programa de
reproduccion es la deteccién adecuada del celo y por lo tanto de la ovulacién con
los métodos descritos en este trabajo para asi obtener el resultado esperado a

comparacion de la inseminacién con semen fresco.
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